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(54) Title: METHOD FOR SPECIFICALLY MARKING A PROTEIN 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR SPEZIFISCHEN MARKIERUNG EINES PROTEINS 



(57) Abstract 

The invention relates to a method for specifically marking 
a protein containing selenocyst(e)ine and/or cyst(e)ine groups, 
comprising the following steps: at least one first incubation 
of a specimen containing protein with at least one specific 
modification-reagent for selenocyst(e)ine and/or cyst(e)ine groups, 
and at least one further incubation of a specimen containing protein 
with at least one specific marking reagent for se!enocyst(e)ine 
and/or cyst(e)ine groups, wherein at least one substance which 
interacts with protein is added before and/or during and/or after at 
least one of the above-mentioned incubations. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur spezifischen 
Markicrung eines Selenocyst(e)tn- und/oder Cyst(e)ingruppen 
enthaltenden Proteins mit folgenden Schritten: mindestens einer 
Inkubation einer proteinhaltigcn Probe mit mindestens einem 
fur Selenocyst(e)in- unoVoder Cyst(e)ingruppen spezifischen 
Modifizierungsreagenz, gefolgt von mindestens einer weiteren 
Inkubation der proteinhaltigen Probe mit mindestens einem 
fur Selenocyst(e)in- und/oder Cyst(e)ingruppen spezifischen 
Markierungsreagenz, wobei vor und/oder wfihrend und/oder 
nach mindestens einer der genannten Inkubationen die Zugabe 
mindestens einer Substanz erfolgt, die mit dem Protein in 
Wechselwirkung tritt. 
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Verfahren 2ur spezifischen Markierung eines Proteins 

Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren zur spezi- 
fischen Markierung eines Selenocyst (e) in- und/oder Cyst(e)in- 
gruppen enthaltenden Proteins. 

Die Untersuchung von Rezeptoren, wie z. B. den G-Protein-ge- 
koppelten Rezeptoren, deren Polypeptidkette sich zu einer 
Struktur mit sieben membrandurchspannenden Helices faltet, 
ist sowohl wissenschaf tlich als auch wirtschaf tlich von 
groEer Bedeutung. Es handelt sich bei diesen sogenannten 
7-Transmembranrezeptoren urn eine grofie Gruppe von Rezeptoren, 
die phylogenetisch sehr alt ist und deren Aminosauresequenz 
charakteristische Cysteine auf weist . Die Liganden gehoren 
dabei den unterschiedlichsten chemischen Stoffklassen und 
MolekiilgroSen an, angefangen bei Lipiden, Metallionen und 
Monoaminen bis hin zu Peptiden und Proteinen. Uber mogliche 
strukturelle Veranderungen derartiger Rezeptoren, welche das 
Bindeglied zwischen Ligandenbindung und Signal transdukc ion 
darstellen, ist jedoch bislang nur wenig bekannt . 

Es wird vermutet , daR ligandeninduzierte Konf ormations- 
anderungen der 7-Transmembranrezeptoren am Initialschritt 
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der Dissoziation des heterotrimeren G- Protein- Komplexes unter 
Austausch von GDP/GTP beteiligt sind. Schwartz und Rosenkilde 
(TiPS, Vol. 17, 1996) stellen ein Modell vor, welches als 
einzige Anforderung an einen neuen Agonisten die Fahigkeit 
zur Stabilisierung einer aktiven Rezeptorkonformation nennt, 
und gelangen zu dem SchluB, dafi kein gemeinsames "SchloS" 
fur alle "Schlussel" in der Superf amilie der 7-Transmembran- 
rezeptoren existiert . 

Allgemein werden bei der Untersuchung von Proteinen, aber 
auch insbesondere bei der Erforschung der Signalkaskade , 
Cystein-spezif ische Reagenzien verwendet, urn die funktionalen 
und strukturellen Eigenschaf ten der Cysteine naher zu be- 
leuchten (Creighton, "Proteins", Freeman & Co., 1984). 

Korner et al. (The Journal of Biological Chemistry, Vol. 257, 
No. 7, pp. 3389 - 3396, 1982) beschreiben ein Verfahren zur 
Untersuchung des £ 2 -adrenergen Rezeptors unter Verwendung von 
N-Ethylmaleimid (NEM) . Um bereits exponierte Thiolgruppen 
vor dem eigent lichen Experiment zur Reaktion zu bringen, 
wurden die Membranproben in einem ersten Verf ahrensschritt 
mit NEM in Gegenwart des Antagonisten Propranolol vorbe- 
handelt. In einem weiteren Verf ahrensschritt erfolgte eine 
Inkubation mit [ 3 H] Isoproterenol unter Zusatz von NEM. Die 
Autoren kommen insbesondere zu dem SchluS, daS NEM nicht mit 
dem Rezeptor selbst, sondern mit einer assoziierten Kom- 
ponente, dem G-Protein, interagiert. Nach Korner et al. 
werden spezif ische Thiolgruppen des G-Proteins exponiert, 
wenn das G-Protein mit dem hormonaktivierten Rezeptor inter- 
agiert. Demnach ist das Verfahren von Korner et al . nicht 
geeignet, den eigentlichen Rezeptor zu markieren. 

Andre et al . (Biochemical Pharmacology, Vol. 31, No. 22, 
3657-3662, 1982) beschreiben den Effekt von NEM auf 
agonisten- induzierte Konformationsanderungen des fi-adrenergen 
Rezeptors. Das an Membranpraparat ionen durchgef uhrte Ver- 
fahren ist durch drei Inkubationsschritte gekennzeichnet : 
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Inkubation mit NEM, gefolgt von einer Inkubation von NEM in 
Gegenwart des Agonisten ( - ) -Iso-proterenol und anschlieEender 
Inkubation mit dem markierten Antagonisten (-) - [ 3 H] DHA. Andre 
et al. beobachteten, da£ in ihren Experimenten die durch NEM 
hervorgerufenen Effekte auch durch GTP induziert werden 
konnen, so da£ hier offenbar G-Proteine entscheidend be- 
teiligt sind. 

Lipson et al. (Biochemistry 1986, 25, 5678-5685) beschreiben 
ein Verf ahren zur Untersuchung des Glucagon-Rezeptor-N- 
Protein-Komplexes unter Verwendung von N-Ethylmaleimid und 
anderer, Thiole alkylierender Reagenzien. Es konnte hier z. 
B. gezeigt werden, daS die Anwesenheit von NEM vor, wahrend 
oder nach der Assoziationsreaktion von I2& I -Glucagon und 
partiell gereinigten, proteinhaltigen Lebermembranen die 
Freisetzung von gebundenem Hormon, wahrend einer 
anschlieSenden Dissoziationsreaktion, begiinstigt . 

In einem Ubersichtsartikel , in dem die Verwendung des 
alkylierenden Reagenzes N-Ethylmaleimid (NEM) bei der Er- 
forschung G-Protein gekoppelter Rezeptoren zuletzt erwahnt 
wurde (Lefkowitz et aL, Ann. Rev. Biochem. 52, 159 - 86, 
1983) , merken die Autoren an, daS Unsicherheit dariiber 
besteht, ob die kritischen Sulf hydrylgruppen auf dem 
Rezeptor, G- Protein oder gar auf beiden Komponenten lokali- 
siert sind. 

Heutzutage ist die besondere Bedeutung der Cysteine im 
Heterotrimer des G-Proteins allgemein bekannt . Entsprechende 
Untersuchungen wurden z. B. von Garcia-Higuera (J. Biol. 
Chem., Vol. 257, No. 1, 528 - 535, 1996) unter Verwendung 
von vernetzenden Reagenzien sowie mittels SDM (Site-directed 
mutagenesis ) durchgef uhrt . 

Li et al. (The Journal of Biological Chemistry, Vol. 267, 
No. ll f 7570 - 7575, 1992) untersuchten die Bedeutung von 
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Thiolgruppen fur die Bindung des Neuropeptides Y an den Y 2 
Rezeptor . 

Untersuchungen hinsichtlich der Bedeutung von Disulf idbriicken 
und Thiolgruppen fur die Bindung des Thyrotropin-Releasing 
Hormons (TRH) an den TRH-Rezeptor wurden von Cook et al . 
(Endocrinology, Vol. 137, No. 7, 2851 - 2858, 1996) durch- 
gefiihrt. Dithiothreitol (DTT) , ein Disulf idbriicken- redu- 
zierendes Reagenz, und p-CMB, eine Thiolgruppen -blockierende 
Substanz, reduzieren in dosisabhangiger Weise die spezifische 
TRH-Bindung. 

Ansatze zur Untersuchung von Konf ormationsanderungen von 
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sind oftmals indirekter 
Natur, d. h. es wird z. B . der Effekt der Rezeptorkon- 
formation auf die GTPase-Aktivitat des G-Proteins oder die 
Aktivitat von Ef f ektorenzymen untersucht . 

Gether et al. (The Journal of Biological Chemistry, Vol. 270, 
No. 47, Issue of November 24, pp. 28268 - 28275, 1995) be- 
schreiben jedoch ein Verfahren zur Fluoreszenzmarkierung des 
gereinigten 6 2 -adrenergen Rezeptors mit dem Ziel, liganden- 
induzierte Konf ormat ionsanderungen dieses G- Prote in -ge - 
koppelten Rezeptors direkt erkennbar zu machen. Hierzu wurde 
der in SF-9 Insektenzellen exprimierte Rezeptor zunachst 
einer Reinigung unterzogen, bevor er mit dem Cysteinspezi - 
f ischen Fluoreszenzmarker N,N' -dimethyl-N- (iodoacetyl) -N' - 
( 7 - nitrobenz - 2 -oxa- 1 , 3 -diazol - 4 -yl ) ethylendiamin ( I ANBD) 
markiert wurde. Die Fluoreszenz von IANBD ist stark von der 
Polar itat der Farbstof f umgebung abhangig und kann daher als 
Indikator fur Konf ormationsanderungen des Rezeptors heran- 
gezogen werden . So konnte durch Bindung des Agonisten Iso- 
proterenol an den S 2 -adrenergen Rezeptor eine geringe Abnahme 
der Fluoreszenzemission beobachtet werden. Nachteilig an dem 
von Gether et al . beschriebenen Verfahren ist insbesondere 
die auBerst arbeits- und zeitintensive mehrstufige Reinigung 
des Rezeptors. 
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Ubersichtsartikel iiber die Superf amilie der nuklearen Re- 
zeptoren sind gerade in jungster Zeit vielfaltig erschienen 
(Cell, Vol. 83, 835 - 839, 841 - 850, 851 - 857, 1995), so 
daS im Rahmen der vorliegenden Anmeldung nicht naher auf die 
Funktionsweise dieser Rezeptoren eingegangen werden soil. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur 
spezif ischen Markierung proteinhaltiger Proben wie Rezeptoren 
- insbesondere Transmembrane zeptoren, aber auch loslichen 
Rezeptoren - bereit zu stellen. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird gelost durch 
ein Verfahren gemaft Anspruch 1. Vorteilhafte Weiterbildungen 
der Erfindung sind in den Unteranspruchen gekennzeichnet . 

Das erf indungsgemaEe Verfahren ist durch die folgenden 
Verf ahrensschritte gekennzeichnet : 

mindestens einer Inkubation einer proteinhaltigen Probe 
mit mindestens einem fur Selenocyst (e) in- und/oder 
Cyst (e) ingruppen spezif ischen Modif izierungsreagenz , 
gefolgt von 

mindestens einer weiteren Inkubation der protein- 
haltigen Probe mit mindestens einem fur Seleno- 
cyst (e) in- und/oder Cyst (e) ingruppen spezif ischen 
Markierungsreagenz , 

wobei vor und/oder wahrend und/oder nach mindestens 
einer der genannten Inkubationen die Zugabe mindestens 
einer Substanz erfolgt, die mit dem Protein in Wechsel- 
wirkung tritt. 

Die genannten Gruppen konnen im Protein im wesentlichen 
entweder in reduzierter Form (Selenocysteine bzw. Cysteine) 
oder in oxidierter Form vorliegen (Selenocystine bzw. 
Cystine). Die Schreibweisen "Selenocyst (e) ine" und 
"Cyst (e) ine" kennzeichnen, dafi die genannten Gruppen im 
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wesentlichen in einem der genannten Redoxzustande vorliegen 
konnen . 

Das erf indungsgemaEe Verfahren nutzt aus, date durch eine 
mittels Zugabe einer Substanz induzierte Aktivierung bzw. 
Konformationsanderung des Proteins anscheinend unzugangliche 
SeLenocyst (e) ine und/oder Cyst(e)ine des Proteins im Rahmen 
einer Inkubation mit einem fur Selenocyst (e) in- und/oder 
Cyst(e) ingruppen spezifischen Markierungsreagenz markiert 
werden konnen bzw. sich der Markierungsgrad des Proteins 
und/oder Eigenschaf ten des Markierungsreagenz andern. 

Zum Nachweis einer derartig induzierten Aktivierung bzw. 
Konformationsanderung ist es wunschenswert , insbesondere 
bereits vor der Zugabe der mit dem Protein in Wechselwirkung 
tretenden Substanz zugangliche Selenocyst (e) ine und/oder 
Cyst (e) ine zu modif izieren, urn den Hintergrund zu reduzieren 
bzw. die Detektionsef f izienz zu erhohen. Dies erfolgt durch 
den erf indungsgemaften ein- oder mehrmaligen Zusatz eines fur 
Selenocyst (e) in- und/oder Cyst (e) ingruppen spezifischen 
Modif izierungsreagenzes. Bei Anwendung des erf indungsgemafien 
Verfahrens mit 7-Transmembranrezeptoren konnen so in vor- 
teilhafter Weise negative allosterische Effekte des 
G- Proteins auf den Rezeptor, welche die Agonistendissoziation 
beschleunigen, unterdruckt oder storende Cystein-Proteasen, 
welche einen AJbbau des Agonisten-Rezeptor-Komplexes hervor- 
rufen konnen, inaktiviert werden. Die fiir Selenocyst (e) in- 
und/oder Cyst (e ) ingruppen spezifischen Modif izierungs- und 
Markierungs-reagenzien konnen stochiometrisch oder gemaS 
einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erfindungs- 
gemSEen Verfahrens im Uberschufc zugesetzt werden. In vor- 
teilhafter Weise kann tiberschussiges Modif izierungsreagenz 
vor der Inkubation der proteinhaltigen Probe mit einem 
Markierungsreagenz insbesondere durch Zentrif ugation oder 
durch Waschschritte entfernt bzw. durch Zusatz von Cystein, 
Selenocystein oder SH-Gruppen enthaltenden Chemikalien 
inaktiviert werden. 
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Das erf indungsgemafee Verf ahren zeichnet sich in vorteilhaf ter 
Weise im Vergleich zum Stand der Technik dadurch aus, daS 
es durch den Einsatz eines einzelnen Markierungsreagenzes 
fiir die Anwendung im Bereich des Hochdurchsatz -Screenings 
besonders geeignet ist und die Detektion neuer Liganden zu 
insbesondere bekannten proteinhaltigen Proben oder umgekehrt 
ermoglicht. Eine beschleunigte funktionale Validierung von 
Orphan-Rezeptoren, insbesondere 7-Transmembran-Orphan- 
Rezeptoren als Target/Lead-Systeme und bereits bekannter 
Rezeptoren im Pharma-Screening auf neue Agonisten oder 
Antagonisten durch ein allgemeines Testverf ahren ist von 
groSter wirtschaf tlicher Bedeutung. So konnen beispielsweise 
mittels des erf indungsgemaften Verfahrens Agonisten fiir einen 
Orphan-Rezeptor mit uribekannter Funktion aus einer Liganden- 
Library identif iziert werden. Das erf indungsgemafce Verfahren 
erlaubt die Unterscheidung von Agonisten und Antagonisten. 
So kann eine Detektion von Antagonisten aufgrund der In- 
hibierung der agonisten- induzierten Markierung bzw. eine 
Detektion einer Substrat/Inhibitor-wechselwirkung erfolgen. 

Das erf indungsgemafie Verfahren kann eingesetzt werden, urn 
im Rahmen eines Screeningverf ahrens Substanzen zu bestimmen, 
die mit einem zu untersuchenden Protein in Wechselwirkung 
treten. Dabei konnen diese Substanzen z. B. aus Naturstoff- 
extrakten stammen. Derzeit enthalten kommerzielle pflanzliche 
Arzneimittel meist Rohextrakte, chromatographische 
Fraktionen, Mischungen oder Emulsionen von Substanzen. Es 
wird allgemein davon ausgegangen, daS zumindest zu einem 
Viertel die heute in Industrielandern eingesetzten Arznei- 
mittel pflanzlicher Herkunft sind oder nach dem Vorbild 
pflanzlicher Inhaltsstof f e hergestellt werden. Die Substanzen 
konnen jedoch auch dem von der kombinatorischen Chemie zur 
Verfugung gestellten Substanzreservoir entstammen. Mit ihr 
lassen sich in kurzester Zeit mehrere Millionen strukturell 
verwandter Substanzen erzeugen. Hierbei handelt es sich 
of tmals schon urn ausgewahlte Verbindungen, bei denen aufgrund 
der Eigenschaf ten der Ausgangs-materialien zu erwarten ist, 
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daS zumindest einige in mehr oder weniger ausgepragter Form 
die gewiinschte Aktivitat zeigen. Durch Screening des re- 
sultierenden Verbindungspools mittels dee erf indungsgemaSen 
Verfahrens kann man die wirksamsten Verbindungen auslesen. 

Unter Anwendung des erf indungsgema&en Verfahrens ist es auch 
moglich, im Rahmen eines Screenings insbesondere noch nicht 
naher charakterisierte Proteine auf eine potentielle Wechsel- 
wirkung mit insbesondere bekannten Substanzen zu testen. 

Arzneistoffe greifen bevorzugt an Enzymen, Rezeptoren, 
Transporters Ionenkanalen und Signalproteinen an. Manche 
hemmen die durch Enzyme katalysierten Reaktionen, andere 
lagern sich an Rezeptoren an und erzeugen dadurch entweder 
als Agonisten dieselbe Wirkung wie die korpereigenen Boten- 
stoffe oder haben als Antagonisten genau den umgekehrten 
Effekt, indem sie normalen Liganden den Zugang streitig 
machen oder die Ausbildung einer dreidimensionalen Struktur 
des Rezeptors behindern. Desgleichen werden bei Transportern 
die eigentlich zu befordemden Substanzen verdrangt. Im Falle 
von Ionenkanalen stabilisiert das Pharmakon entweder die 
offene oder die geschlossene Form. Signalproteine schlieSlich 
steuern die Aktivitaten von Enzymen, Rezeptoren oder Ionen- 
kanalen und lassen sich ebenfalls durch Arzneimittel beein- 
flussen. In alien. diesen Fallen ist entscheidend, dafi der 
Arzneistof f mit den biologischen Strukturen kommuniziert oder 
die Wechselwirkung mit dem eigentlich vorgesehenen Agens 
blockiert . 

Das erf indungsgemaSe Verfahren bietet die Moglichkeit, 
Substanzen und Proteine gleichermaEen dahingehend zu testen, 
ob sie miteinander in Wechselwirkung treten. 

Es kann wunschenswert sein, die Inkubationszeiten an die Art 
der fur Selenocyst (e) in- und/oder Cyst (e) ingruppen spezi- 
fischen Modif izierungs- bzw. Markierungsreagenzien anzu- 
passen. Ferner ist es moglich, nach Inkubation der protein- 
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haltigen Probe mit den fur Selenocystein- und/oder Cystein- 
gruppen spezif ischen Modif izierungsreagenzien diese zunachst 
nur mit der Substanz im Sinne einer Praaquilibrierung zu 
versetzen und erst zu einem spateren Zeitpunkt das fur 
Selenocyst (e) in- und/oder Cyst (e) ingruppen spezif ische 
Markierungsreagenz zuzusetzen. Der Zusatz des Markierungs- 
reagenzes kann ein- oder mehrmalig erfolgen. Es kann jedoch 
auch wunschenswert sein, zunachst die mit dem Protein in 
Wechselwirkung tretende Substanz der Probe zuzusetzen und 
in sich daran anschlieSenden Schritten den Zusatz des 
Modif izierungsreagenzes und des Markierungsreagenzes vorzu- 
nehmen. Ebenso konnen auch die anderen, im Anspruch 1 ge- 
nannten Zeitpunkte des Zusatzes der mit dem Protein in 
Wechselwirkung tretenden Substanz vorteilhaft sein. 

GemaS einer weiteren Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemafien 
Verfahrens werden insbesondere Transmembran-Rezeptoren, wie 
z. B. G-Protein gekoppelte 7 -Transmembran-Rezeptoren, 
spezif isch markiert bzw. wird eine ligandeninduzierte 
Aktivierung und/oder Deaktivierung und/oder Konf ormations- 
anderung dieser Rezeptoren nachgewiesen . 

Fur Cyst (e) ingruppen bzw. Selenocyst (e) ingruppen spezif ische 
Reagenzien sind aus der Literatur (Creighton, " Proteins" , 
Freeman & Co., 1984) bekannt und konnen entsprechend im 
erfindungsgemaSen Verfahren Verwendung finden. Hierzu wurden 
Experimente mit verschiedenen fur Selenocyst (e) ine bzw. 
Cyst(e)ine reaktiven Reagenzien (u. a. Iodacetat, Iodacet- 
amid, Diamid, monovalente und bivalente Maleimide wie NEM, 
verschiedene Metallverbindungen, DTT, NaBH 4 , Pyridoxal- 
phosphat) durchgefuhrt . In bevorzugter Weise konnen alky- 
lierende Reagenzien wie N-Ethylmaleimid (NEM) im erfindungs- 
gema&en Verfahren verwendet werden. Es kann weiterhin bevor- 
zugt sein, eine Inkubation der proteinhaltigen Probe mit 
einem reduzierenden Reagenz wie iS-Mercaptoethanol oder 
Dithiothreitol durchzufiihren, urn somit Cysteine, welche durch 
Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind, zu beeinf lussen. 
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Durch Kombination von alkylierenden unci reduzierenden 
Cyst (e) in-reaktiven Reagenzien ist es moglich, die Reaktions- 
bedingungen weiter zu optimieren. Reagenzien unterschied- 
licher Hydrophobizitat und Gro&e weisen eine unterschiedliche 
Membranpermeabilitat auf, welche im erf indungsgemafcen Ver- 
fahren berucksichtigt werden kann. 

Die Substitution von Cysteinen durch Selenocysteine in 
Proteinen ist in der jungeren Literatur beschrieben (Miiller 
et al., Biochemistry, 33, 3404 - 3412, 1994; Ursini et al . , 
Methods in Enzymology, Vol. 252, 3 8 - 53, Academic Press, 
1995; Bjornstedt et al . , Methods in Enzymology, Vol. 252, 
209 - 219, Academic Press, 1995) . 

Unter einem fur Selenocyst (e) in- bzw. Cyst (e) ingruppen 
spezif ischen Markierungsreagenz werden im Sinne der Erfindung 
jegliche Reagenzien verstanden, welche mit Selenocyst (e) in 
oder Cyst (e) in reagieren und einen detektierbaren Anteil 
enthalten. Der detektierbare Anteil kann je nach Detekt ions- 
system gewahlt werden, z. B. Haptene im Rahmen einer immuno- 
logischen Detektion, multivalente , bevorzugt bivalente, 
funktionale Gruppen fur eine Cross - Linking -Reakt ion . Ferner 
konnen auch radioaktiv markierte Substanzen verwendet werden 
oder ein Nachweis mittels Biotin/Streptavidin bzw. Avidin 
erfolgen. Es kann bevorzugt sein, wie im Ausf iihrungsbeispiel 
1 Biotin zu verwenden, so daS die spezif ische Markierung 
eines Rezeptors mittels Western-Blot unter Verwendung ent- 
sprechender Antikdrper nachgewiesen werden kann. Das fur 
Selenocyst (e) in- bzw. Cyst (e) in spezif ische Markierungs- 
reagenz kann in bevorzugter Weise lumineszent sein. Zur 
Detektion der erfolgten Markierung und/ oder einer Aktivie- 
rung und/oder Deaktivierung und/oder Konf ormationsanderung 
des Rezeptors konnen sodann die Methode der Fluoreszenz- 
Korrelationsspektroskopie (WO 94/16313) sowie andere kon- 
fokale Fluoreszenztechniken, wie in der Of f enlegungsschrif t 
WO 96/13744 beschrieben sowie der europaischen Patentan- 
meldung 96 116 373.0 vorgeschlagen , eingesetzt werden. Die 
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letztgenannte Anmeldung schlagt eine Methode zur Analyse von 
Proben durch wiederholte Messung der Anzahl von Photonen pro 
definiertem Zeitintervall von Licht vor, welches von den 
Partikeln in der Probe emittiert, gestreut und/oder re- 
flektiert wird, und Bestimmung der Verteilung der Anzahl von 
Photonen in den jeweiligen Zeitintervallen, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ die Verteilung der molekularen Helligkeiten 
der Partikel aus der Verteilung der Anzahl von Photonen 
bestimmt wird. Es kann ebenso ein Verfahren zur Analyse von 
Proben verwendet werden, welches auf die wiederholte Messung 
der Lange von Zeitintervallen zwischen Photonen zuruckgreift 
und die Verteilung von Eigenschaf ten der Partikel, wie z. B. 
die Verteilung der molekularen Helligkeiten, aus der Ver- 
teilung der Lange der Zeitintervalle bestimmt. Es kann auch 
wunschenswert sein, auf ein Detektionsverf ahren zuruckzu- 
greifen, welches mindestens zwei Eigenschaf ten der markierten 
Partikel aus mindestens zweidimensionalen intermediaren 
statistischen Daten bestimmt. Ein derartiges Verfahren ist 
in der europaischen Patent anmeldung 97 109 353.9 naher 
erlautert. Es kann weiterhin bevorzugt sein, auf ein Signal- 
analyseverfahren zur Detektion der Markierungsreaktion 
zuriickzugreifen, welches in der deutschen Patentanmeldung 
196 49 048.0 bzw. der internat ionalen Patentanmeldung 
PCT/EP 97/06622 beschrieben ist. Hierbei handelt es sich urn 
ein Verfahren zur Unterscheidung oder Erfassung von Partikeln 
in einer Probe, in der auch mehrere Partikelklassen befind- 
lich sein konnen, durch Identif izierung von Signalabschnitten 
zeitaufgeldster, optischer Rphsignale aus der Probe auf der 
Basis von Einzelphotonendetektion (Einzelpulsdetektion) , 
wobei 

die Probe mindestens zwei Partikelklassen enthalt, 
die Probe von einer Lichtquelle beleuchtet wird, 
die von der Probe ausgehenden, aus mindestens einem 
MeSvolumenelement V, wobei V * 10" 12 1, stammenden 
optischen Rohsignale mittels mindestens einer De- 
tektionseinheit detektiert werden, 
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mindestens ein Partikel wahrend seines Aufenthalts im 
Mefivolumenelement einen Signalanteil erzeugt, 
durch aktiven und/oder passiven Ein- und Wiederaustritt 
des Partikels in das oder aus dent Mefcvolumenelement ein 
Signal abschnitt der optischen Rohsignale bestimmt wird, 
die optischen Rohsignale in beliebige Abschnitte zer- 
legt werden, 

fur mindestens einen beliebigen Abschnitt mindestens 
eine auf den optischen Rohsignalen basierende Statistik 
erstellt wird, und 

die mindestens eine Statistik oder mindestens eine Kom- 
bination mehrerer Statistiken nach dem Vorhandensein 
von Merkmalen, welche fur den Signalanteil mindestens 
einer Partikelklasse charakteristisch sind, bewertet 
wird. Ferner kann es bevorzugt sein, die Markierungs- 
reaktion unter Anwendung des in der deutschen Patentan- 
meldung 197 02 914.0 beschriebenen Verfahrens zum 
Bestimmen vorgegebener Eigenschaf ten von Zielpartikeln 
eines Probenmediums zu detektieren. Auf den Offen- 
barungsgehalt der vorstehend erwahnten Patentan- 
meldungen, insbesondere hinsichtlich der dort er- 
lauterten Detektions- bzw. Signalanalyseverf ahren und 
hierfur geeigneten Vorrichtungen, wird hiermit aus- 
driicklich Bezug genommen. 

Die Bereitstellung der proteinhaltigen Probe kann insbe- 
sondere unter Verwendung von (rekombinanten) Zellen, Geweben, 
Vesikeln oder kunstlichen Membranen erfolgen. In vorteil- 
hafter Weise erfordert das erf indungsgemafie Verfahren nicht 
zwingenderweise die Reinigung der beteiligten Komponenten. 

Die Figur 1 zeigt den Ef fekt von NEM auf die Interaktion von 
Thyreotropin (TSH) mit dem TSH-Rezeptor . 

Die Figur 2 zeigt den Ef fekt von DTT auf die Interaktion von 
Thyreotropin (TSH) mit dem TSH-Rezeptor. 
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Die Figur 3 zeigt TSH-Bindungskurven. 

Die Figur 4 zeigt die Ergebnisse von Western-Blots hinsicht- 
lich der Detektion des TSH - FLAG - Re zep tors sowie der Biotin- 
Bindung an den Rezeptor. 

Die Figur 5 zeigt die Ergebnisse der Western-Blots nach 
unterschiedlichen NEM- und TSH-Behandlungen des TSH -Re - 
zeptors . 

Die Figur 6 zeigt den Ef fekt von NEM auf die Interaktion von 
12& I-markiertem Antagonisten ( Iodocyanpindolol , ICYP) mit dem 
/? 2 -adrenergen Rezeptor in Anwesenheit des Agonisten 
(-) -Isoproterenol (100 nM) . 

Die Figur 7 zeigt den Effekt von DTT auf die Interaktion von 
125 I-markiertem Antagonisten (Iodocyanpindolol, ICYP) mit dem 
)S 2 -adrenergen Rezeptor in Anwesenheit des Agonisten (-)- 
Isoproterenol (100 nM) . 

Die Figur 8 zeigt den Effekt von NEM bzw. DTT auf den Radio- 
ligand-Rezeptorassay unter Verwendung des /? 2 -adrenergen 
Rezeptors . 

Die Figur 9 zeigt die Ergebnisse von Western-Blots hinsicht- 
lich der Detektion des )3 2 -adrenergen Rezeptors sowie der 
Biotin-Bindung an den Rezeptor. 

Die Figur 10 zeigt den Effekt von NEM auf die Interaktion 
von 125 I-markiertem Endothelin-1 mit dem Endothelin (ETJ - 
Rezeptor. 

Die Figur 11 zeigt den Effekt von DTT auf die Interaktion 
von 125 I-markiertem Endothelin-1 mit dem Endothelin (ET A ) - 
Rezeptor. 
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Die Figur 12 zeigt den Effekt von NEM bzw. DTT auf den Radio- 
ligand-ET A -Rezeptorassay unter Verwendung des ET A -Rezeptors . 

Die Figur 13 zeigt die Ergebnisse von Western-Blots hinsicht- 
lich der Detektion des ET A -Rezeptors sowie der Biotin-Bindung 
an den Rezeptor. 

Die Figur 14 zeigt den Effekt von Estradiol auf die NEM- 
Biotin-Bindung an den humanen Ostrogen-Rezeptor a (hERar) . 

Die Figur 15 zeigt die Anwendung des erf indungsgema&en Ver- 
fahrens bei der Untersuchung des humanen Ostrogen-Rezeptors 
a (hERof) . 

Die Figur 1 verdeutlicht den Effekt von NEM auf die Inter- 
aktion von TSH mit dem TSH-Rezeptor . 125 I -markiertes Rinder- 
TSH (B) bzw. mit humanem TSH-Rezeptor transf izierte HeLa- 
Zellen (C) wurden mit 3 mM NEM fur 20 min. bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach Verdunnung bzw. Waschschritten erfolgte der 
Zusatz von unbehandeltem Rezeptor bzw. Radioligand. Der Assay 
wurde iiber Nacht bei 30 P C inkubiert und die Rezeptor f raktion 
anschlieEend zur Bestimmung des gebundenen 12S I-TSH prazi- 
pitiert. (D) zeigt das Ergebnis eines in Gegenwart von 3 mM 
NEM durchgefiihrten Assays, wobei vorher weder Hormon noch 
Rezeptorf raktion mit NEM vorbehandelt worden sind. (A) zeigt 
die Kontrollinkubation ohne jegliche NEM-Inkubation. 

Die Figur 2 verdeutlicht den Effekt von DTT auf die Inter- 
aktion von TSH mit dem TSH-Rezeptor. 125 I -markiertes Rinder- 
TSH (B) bzw. mit humanem TSH-Rezeptor transf izierte HeLa- 
Zellen (C) wurden mit 1 mM DTT fur 20 min. bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach Verdunnung bzw. Waschschritten erfolgte der 
Zusatz von unbehandeltem Rezeptor bzw. Radioligand. Der Assay 
wurde iiber Nacht bei 30°C inkubiert und die Rezeptorf raktion 
anschlieEend zur Bestimmung des gebundenen 125 I-TSH prazi- 
pitiert. (D) zeigt das Ergebnis eines in Gegenwart von 1 mM 
DTT durchgef uhrten Assays, wobei vorher weder Hormon noch 
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Rezeptorfraktion mit DTT vorbehandelt worden sind. (A) zeigt 
die Kontrollinkubation ohne jegliche DTT-Inkubation . 

TSH-Bindungskurven mit unbehandeltem Rezeptor als Kontrolle 
(a) , mit 3 mM NEM vorbehandeltem Rezeptor (b) , lediglich im 
anschlieSenden Bindungsassay mit 3 mM NEM behandeltem Re- 
zeptor (c) sowie Rezeptor, der sowohl mit 3 mM NEM vorbe- 
handelt als auch im Assay mit 3 mM NEM behandelt (d) wurde, 
sind in Figur 3 dargestellt. 

Die Figur 4 zeigt die Ergebnisse der Western-Blots hinsicht- 
lich der Detektion des TSH-FLAG-Rezeptors als Kontrolle 
(Anti-FLAG-blot) sowie der Detektion des an den TSH-Rezeptor 
gebundenen cysteinspezif ischen Markierungsreagenzes NEM- 
Biotin. Mit dem TSH- FLAG-Rezeptor transf izierte HeLa-Zellen 
wurden mit unterschiedlichen NEM-Konzentrationen jeweils 
einmalig fur 30 Minuten inkubiert (Spalte 1: HeLa-Zellen ohne 
TSH-FLAG-Rezeptor, keine NEM-Vorbehandlung; Spalte 2: HeLa- 
Zellen mit TSH-FLAG-Rezeptor, keine NEM-Vorbehandlung; Spalte 
3: HeLa-Zellen mit TSH-FLAG-Rezeptor, Vorbehandlung mit 100 
^M NEM; Spalte 4: HeLa-Zellen mit TSH-FLAG-Rezeptor, Vor- 
behandlung mit 1 mM NEM, Spalte 5: HeLa-Zellen mit TSH-FLAG- 
Rezeptor, Vorbehandlung mit 10 mM NEM) . Nach Entfernen der 
NEM-L6sungen sowie Waschen der Zellen wurden die Zellen mit 
100 nM TSH und 1 mM NEM-Biotin eine Stunde lang inkubiert. 
Nach Behandlung mit Zell -Lyse-Puf f er wurde der TSH-FLAG- 
Rezeptor mittels ant i - FLAG- Ant ikorper immunoprazipitiert . 
Das Immunoprazipitat wurde in zwei Fraktionen aufgeteilt, 
welche beide mittels SDS-PAGE weiterbehandelt wurden. Die 
separierten Proteine wurden fur die Western-Blots (ant i -FLAG 
bzw. anti-Biotin) auf Nitrocellulose -Membranen transf eriert . 
Die Detektion erfolgte unter Verwendung eines zweiten 
enzymgekoppelten Antikorpers (anti-Ig) . Der TSH-FLAG-Rezeptor 
zeigt ein charakteristisches Bandenmuster (anti-FLAG blot) 
bestehend aus einer Hauptbande und zwei Nebenbanden, welches 
durch die NEM-Behandlung unbeeinfluSt blieb. Die Markierung 
des TSH-Rezeptors mit NEM-Biotin steigt mit zunehmenden 
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Konzentrationen an NEM in der Vorbehandlung (anti-Biotin 
blot) . Hohere NEM- Konzentrationen konnen entsprechend mehr 
bereits vorhandene Cystein-SH-Gruppen beeinf lussen, so daS 
weniger NEM-Biotin aufgrund unspezif ischer Bindungsreaktionen 
an den Zellen verloren geht . Als Folge steht relativ mehr 
NEM-Biotin zur Markierung der durch ligandeninduzierte 
Aktivierung und/oder Konf ormationsanderung des Rezeptors 
zuganglich gemachten SH-Gruppen zur Verfiigung. 

Die Figur 5 zeigt die Ergebnisse der Western-Blots nach 
unterschiedlichen NEM- und TSH-Behandlungen des TSH-Re- 
zeptors. Die Zellen wurden in drei Fraktionen aufgeteilt und 
vor der Inkubation mit Puffer (Spalten 1 bis 3) bzw. mit 3 
mM NEM (Spalten 4 bis 6: 20-minutige Inkubation; Spalten 7 
bis 9: 20-stundige Inkubation) pelletiert. Jede Probe wurde 
sodann wie folgt weiterbehandelt : einstundige Inkubation mit 
Puffer (Spalten 1, 4 und 7), einstundige Inkubation mit 
100 nM TSH (Spalten 2, 5 und 8) bzw. 22-stundige Inkubation 
mit 100 nM TSH (Spalten 3, 6 und 9) . Es folgte jeweils eine 
einstundige Inkubation mit 1 mM NEM-Biotin. Die Proben wurden 
zentrifugiert, mehrmals gewaschen, lysiert und nach SDS-PAGE 
mittels Western-Blot untersucht . Der TSH-Rezeptor wurde mit 
ant i - FLAG Antikorper immunoprazipitiert und im Blot auf 
Biotinbindung hin untersucht. Die Spalten 1 und 2 zeigen eine 
schwache NEM-Biotin-Markierung des Rezeptors, welche sich 
durch einstundige TSH -Inkubation . erhohen laSt (Spalte 2). 
Die Spalten 4 bis 6 zeigen zum einen die durch 20-mimitige 
Inkubation mit NEM hervorgeruf ene erhdhte Markierung des 
Rezeptors und belegen zum anderen die mittels TSH- Inkubation 
erzielte hohere Markierungsrate des Rezeptors. Die Spezifitat 
der TSH-induzierten NEM-Biotinmarkierung des Rezeptors geht 
offenbar durch lange NEM-Inkubationszeiten verloren (Spalten 
7 bis 9) . 

Die Figur 6 verdeutlicht den Effekt von NEM auf die Inter- 
aktion von Ligand mit dem 0 2 -adrenergen Rezeptor. Agonist 
(-) -Isoproterenol (B) bzw. den humanen /3 3 -adrenergen Rezeptor 
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exprimierende A431-Zellen (C) wurden mit 3 mM NEM fur 20 min. 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Verdunnung bzw. Wasch- 
schritten erfolgte der Zusatz von unbehandeltem Rezeptor bzw. 
Ligand in Anwesenheit von 125 I-ICYP. Der Assay wurde 4 0 min. 
bei 30°C inkubiert und die Rezeptorf raktion anschlieSend zur 
Bestimmung des gebundenen I25 I-ICYP prazipitiert . Die Vor- 
behandlung des Agonisten oder des Rezeptors mit NEM hat nur 
einen geringen Effekt auf die Bindung. (D) zeigt das Ergebnis 
eines in Gegenwart von 3 nM NEM durchgef iihrten Assays, wobei 
vorher weder Hormon noch Rezeptorf raktion mit NEM vorbe- 
handelt worden sind. (A) zeigt die Kontrollinkubat ion ohne 
jegliche NEM-Inkubation. 



Die Figur 7 verdeutlicht den nur geringen Effekt von DTT auf 
die Interaktion von Ligand mit dem j8 2 -adrenergen Rezeptor. 
Agonist (-) -Isoproterenol (B) bzw. den humanen 0 2 -adrenergen 
Rezeptor exprimierende A431-Zellen (C) wurden mit 8 mM DTT 
fur 20 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Verdunnung 
bzw. Waschschritten erfolgte der Zusatz von unbehandeltem 
Rezeptor bzw. Ligand in Anwesenheit von 125 I-ICYP. Der Assay 
wurde 40 min. bei 30°C inkubiert und die Rezeptorf raktion 
anschlieSend zur Bestimmung des gebundenen 125 I-ICYP prazi- 
pitiert. (D) zeigt das Ergebnis eines in Gegenwart von 8 mM 
DTT durchgef iihrten Assays, wobei vorher weder Hormon noch 
Rezeptorf raktion mit DTT vorbehandelt worden sind. (A) zeigt 
die Kontrollinkubation ohne jegliche DTT-Inkubation. 

^I-ICYP-Bindungskurven mit Rezeptor in Anwesenheit von ver- 
schiedenen Mengen NEM (a) bzw. DTT (b) sind in Figur 8 darge- 
stellt . 



Die Figur 9 zeigt die Ergebnisse der Western-Blots hinsicht- 
lich der Detektion des j3 2 -adrenergen Rezeptors als Kontrolle 
(anti-/3 2 -adrenerger Rezeptor blot) sowie der Detektion des 
an den /3 2 -adrenergen Rezeptor gebundenen, fur Cysteine 
spezif ischen Markierungsreagenzes NEM-Biotin . A43l-Zellen 
wurden mit (Spalten 4 und 5) bzw. ohne (Spalten 1, 2 und 3) 



WO 98/39660 



PCT/EP98/01229 



- 18 - 

NEM (10 mM) fur 10 min. inkubiert. Nach Entfernen der NEM- 
Losungen sowie Waschen der Zellen wurden die Zellen mit 
100 /iM (-) -Isoproterenol fur 5 min. inkubiert (Spalten 3 und 
5) . Es folgte eine einstiindige Inkubation mit 1 mM NEM-Biotin 
(Spalten 2 bis 5), wobei in den Spalten 3 und 5 (-) -Iso- 
proterenol noch anwesend war. Nach Behandlung mit RIPA- Puffer 
wurde der /3 2 -adrenerge Rezeptor mittels anti-/3 2 -adrenerger 
Rezeptor-Antikorper immunoprazipitiert . Das Immunoprazipitat 
wurde in zwei Fraktionen aufgeteilt, welche beide mittels 
SDS-PAGE weiterbehandelt wurden. Die separierten Proteine 
wurden fur die Western-Blots (anti-/3 2 -adrenerger Rezeptor 
blot bzw. anti-Biotin blot) auf PVDF-Membranen transf eriert . 
Die Detektion erfolgte unter Verwendung eines zweiten enzym- 
gekoppelten Antikorpers (anti-Ig) . Der /^-adrenerge Rezeptor 
zeigt ein charakterist isches Banden-muster (anti-|3 2 - 
adrenerger Rezeptor blot) bestehend aus einer spezifischen 
Bande, welches durch die NEM-Behandlung unbeeinflufit blieb. 
Die Markierung des Rezeptors mit NEM-Biotin ist nur bei 
Zugabe von Agonist nachweisbar. Durch ligandeninduzierte 
Aktivierung bzw. Konf ormationsanderung des Rezeptors zugang- 
lich gemachte SH-Gruppen werden of fenbar nunmehr durch NEM- 
Biotin markiert . Es zeigt sich im Vergleich der Spalten 3 
und 5, da£ die NEM-Vorbehandlung in vorteilhaf ter Weise die 
Spezifitat der Nachweisreaktion erhoht. 

Die Figur 10 verdeutlicht den Effekt von NEM auf die Inter- 
aktion von Ligand mit dem Endothelin-Rezeptor . 12S I -markiertes 
Endothelin-1 (B) bzw. humaner Endothelin-Rezeptor (C) wurden 
mit 4 mM NEM fur 20 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
Verdiinnung bzw. Waschschritten erfolgte der Zusatz von unbe- 
handeltem Rezeptor bzw. Radioligand. Der Assay wurde uber 
Nacht bei 3 0°C inkubiert und die Rezeptorf raktion an- 
schlieEend zur Bestimmung des gebundenen 12S I -Endothelin 
prazipitiert . Die Vorbehandlung des Agonisten oder des Re- 
zeptors mit NEM hat nur einen geringen Effekt auf die 
Bindung. (D) zeigt das Ergebnis eines in Gegenwart von 4 mM 
NEM durchgefuhrten Assays, wobei vorher weder Hormon noch 
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Rezeptorfraktion mit NEM vorbehandelt worden sind. (A) zeigt 
die Kontrollinkubation ohne jegliche NEM- Inkubation. 

Die Figur 11 verdeutlicht den Effekt von DTT auf die Inter- 
aktion von Ligand mit dem Endothelin-Rezeptor. 125 I-markiertes 
Endothelin- 1 (B) bzw. humaner Endothelin-Rezeptor (C) wurden 
mit 0,5 mM DTT fur 20 min. bei Raumtemperatur inkubiert . Nach 
Verdunnung bzw. Waschschritten erfolgte der Zusatz von unbe- 
handeltem Rezeptor bzw. Radioligand. Der Assay wurde uber 
Nacht bei 30°C inkubiert und die Rezeptorfraktion an- 
schlieSend zur Bestimmung des gebundenen 125 I -Endothelin 
prazipitiert . Die Vorbehandlung des Agonisten bzw. des Re- 
zeptors mit DTT wirkt sich auf die Bindung aus . (D) zeigt 
das Ergebnis eines in Gegenwart von 0,5 mM DTT durchgef uhrten 
Assays, wobei weder Hormon noch Rezeptorfraktion mit DTT 
vorbehandelt worden sind. (A) zeigt die Kontrollinkubation 
ohne jegliche DTT- Inkubation . 

125 I-Endothelin-Bindungskurven mit Rezeptor in Anwesenheit 
von verschiedenen Mengen NEM (a) bzw. DTT (b) sind in Figur 
12 dargestellt. Offenbar werden die Disulf idbriicken des 
" 5 I-Endothelins bei hohen DTT-Konzentrationen auf gebrochen . 

Die Figur 13 zeigt die Ergebnisse der Western-Blots hinsicht- 
lich der Detektion des Endothelin-Rezeptors als Kontrolle 
(anti-Endothelin-Rezeptor-Blot) sowie der Detektion des an 
den Endothelin-Rezeptor gebundenen, fur Cysteine spezif ischen 
Markierungsreagenzes NEM-Biotin. RAT2 -Zellen wurden mit 
(Spalten 4 und 5) bzw. ohne (Spalten 1, 2 und 3) NEM (10 mM) 
fur 10 min. inkubiert. Nach Entfernen der NEM-L6sungen sowie 
Waschen der Zellen wurden die Zellen mit 3 nM Endothelin fur 
10 min. (Spalten 3 und 5) inkubiert. Es folgte eine zwei- 
stundige Inkubation mit 1 mM NEM-Biotin (Spalten 2 - 5) , 
wobei in Spalten 3 und 5 Endothelin noch anwesend war. Nach 
Behandlung mit RIPA-Puffer wurde der Endothelin-Rezeptor 
mittels anti-Endothelin-Rezeptor-Antikorper immunoprazipi - 
tiert. Das Immunoprazipitat wurde in zwei Fraktionen aufge- 
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teilt, welche beide mittels SDS-PAGE weiterbehandelt wurden. 
Die separierten Proteine wurden fur die Western-Blots (anti- 
Endothelin-Rezeptor bzw. anti-Biotin) auf PVDF-Membranen 
transferiert . Die Detektion erfolgte unter Verwendung eines 
zweiten enzymgekoppelten Antikorpers (anti-Ig) . Der Endo- 
thelin-Rezeptor zeigt ein charakteristisches Bandenmuster 
(anti-Endothelin-Rezeptor blot) bestehend aus einer 
spezifischen Bande, welches durch die NEM-Behandlung unbeein- 
flufit blieb. Die Markierung des Endothelin-Rezeptors mit NEM- 
Biotin ist nur bei Zugabe von Agonist nachweisbar. Durch 
ligandeninduzierte Aktivierung bzw. Konf ormationsanderung 
des Rezeptors zuganglich gemachte SH-Gruppen werden offenbar 
nunmehr durch NEM-Biotin markiert. Auch hier zeigt sich, daG 
die NEM-Vorbehandlung in vorteilhaf ter Weise die Spezif itat 
der Nachweisreaktion erhoht (Spalten 3 und 5) . 

Figur 14 zeigt den Effekt von Estradiol auf die Bindung von 
NEM-Biotin an den humanen Ostrogen-Rezeptor . Nahere Er- 
lauterungen sind im Beispiel 4 gegeben. 

Figur 15 zeigt den Effekt von Estradiol auf die Zuganglich- 
keit von Cyst(e)inen im Ostrogenrezeptor hERa. Das er- 
f indungsgemaiSe Verfahren wurde hier in folgender Reihenfolge 
durchgef iihrt : Zusatz von Ligand (Estradiol), Zusatz von 
Modif izierungsreagenz (NEM) , Zusatz von Markierungsreagenz 
(NEM-Biotin) ; Nahere Erlauterungen sind im Beispiel 4 ge- 
geben. 

Beispiel 1: 

Spezif ische Markierung und/oder Bestimmung von Konf ormat ions- 
anderungen des TSH- Rezeptors durch Verwendung von bio- 
tinyliertem NEM als Cystein-reaktivem Markierungsreagenz 
(vgl. Figuren 1 bis 5) 

Zellen, welche den mit einem FLAG-Epitop versehenen TSH- 
Rezeptor enthielten, wurden in Assaypuffer (10 mM Kalium- 
phosphat mit 0,1 g/1 BSA, 0,01 g/1 Natriumazid und 0,01 g/1 
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Phenolrot, pH 7,4) mit 3 mM NEM fur 30 min. bei Raum- 
temperatur inkubiert. Nachfolgend wurde der UberschuS an 
Reagenz durch Zentrif ugation (1.000 g, 5 min.) entfernt. Es 
folgte sodann eine Inkubation uber Nacht mit 100 /xM TSH in 
Gegenwart von 3 00 /xM biotinyliertem NEM. Die Reaktions- 
effizienz von biotinyliertem NEM wurde zuvor in einem ge- 
sonderten Assay ermittelt und entsprach der von NEM. Sodann 
wurde die Rezeptorf raktion zweimal zentrif ugiert (2 x 
10.000 g, 2 min.), die Uberstande wurden entfernt und die 
Zellen mit 1 ml kaltem Protein-Lyse-Puf f er (25 mM TRIS-HCl, 
pH 7,6, 150 mM NaCl , 0,1 g/1 Nonident P-40 mit 1 Tab. 
Boehringer "Complete Protease Inhibitor Complex") bedeckt . 
Nach 20-minutiger Inkubation bei 4°C auf Eis wurden die. 
Zellen abgeschabt und unerwiinschte Bestandteile durch 
Zentrifugation (10.000 g, 2 min.) pelletiert. 250 /xl des 
Zell-Lysates wurden mit 5 /xl des Anti-FLAG-Antikorpers 
versetzt und 60 min bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation 
(10.000 g, 15 min., 4°C) und Abnehmen des Uberstandes er- 
folgte die Zugabe von Protein A-Sepharose-Beads . Es schlofc 
sich eine weitere 60-minutige Inkubation bei 4°C an. An- 
schlie£end erfolgte eine Zentrifugation (6.000 g, 30 sec.) . 
Es folgten mehrere Waschschritte (20 mM TRIS-HCl, pH 8, 
100 mM NaCl, 0,05 g/1 Nonident P-40) mit wiederholten Zentri- 
fugationen. Das Pellet wurde in 150 /xl Waschpuffer wieder 
auf genommen . 4 0 /xl dieser Probe wurden sodann mit 8 /xl 
Probenpuffer (50 mM Tris-HCl, pH 6,8, 4 % SDS, 12 % Glycin, 
2 % B-Mercaptoethanol, 0,01 % SERVA Blue G) versetzt. Die 
Proben wurden sodann fur 3 bis 5 min. aufgekocht, kurz 
zentrifugiert und anschlieSend mittels diskontinuierlicher 
10 %iger SDS-PAGE getrennt . Nach der Elektrophorese wurde 
das Gel entnommen, in Blott ing-Puf f er (48 mM Tris, 39 mM 
Glycin, 20 % Methanol, 0,037 % SDS) gewaschen und auf einer 
PVDF-Membran geblottet. Die Membran wurde uber Nacht bei 
Raumtemperatur getrocknet und sodann mit 20 % Methanol ver- 
setzt. Zur Verminderung des Hintergrundes wurde die Membran 
fur 1 Stunde geblockt (1 % w/v Casein-Hydrolysat > . Der 
Blockingpuf fer wurde anschlieSend entfernt. Die Membran wurde 
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mit 10 ml einer geeigneten Erst- Ant ikorper-Verdiinnung (Anti- 
Biotin 1 : 500 und fur die Kontrolle Ant i - FLAG 1 : 1.000, 
jeweils in 20 mM TRIS-HCl, pH 7,6, 137 mM NaCl, 0,05 % TWEEN 
20, 0,1 % Casein-Hydrolysat) fur 1 Stunde inkubiert, 3-malig 
fur 10 min. gewaschen (20 mM TRIS-HCl, pH 7,6, 137 mM NaCl, 
0,05 % TWEEN 20) und sodann mit dem jeweiligen zweiten Anti- 
korper (1 : 4.000 als Peroxidase-Konjugate , in 20 mM TRIS- 
HCl, pH 7,6, 137 mM NaCl , 0,05 % TWEEN 20, 0,1% Casein-Hydro- 
lysat) fur 1 Stunde inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen 
(20 mM TRIS-HCl, pH 7,6, 137 mM NaCl, 0 ( 05 % TWEEN 20), 
zuletzt mit Wasser, wurden jeweils 5 ml ECL-Losung 1 und 2 
zugegeben und der Blot darin 60 Sekunden lang getrankt . 
Anschliefcend wurde ein Film aufgelegt. Die Exposit ionszeit 
richtete sich nach der Signalstarke . 

Beispiel 2 : 

Spezif ische Markierung und/oder Bestimrhung von Konf ormations- 
anderungen des j8 2 -adrenergen Rezeptors durch Verwendung von 
biotinyliertem NEM als Cystein-reaktivem Markierungsreagenz 
(vgl. Figuren 6 bis 9) 

Den /? 2 -adrenergen Rezeptor exprimierende A431 Fibroblasten 
wurden in DMEM (Dulbeccos modified Eagle medium) mit 1 % BSA 
und 10 mM NEM fur 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nachfolgend wurde der UberschuS an Reagenz durch Waschen 
mittels DMEM mit 1 % BSA entf ernt . Es folgte sodann eine 
Inkubation fur 1 Stunde mit 100 /xM (-) -Isoproteronol in 
Gegenwart von 1 mM biotinyliertem NEM. Die Reaktionsef f izienz 
von biotinyliertem NEM wurde zuvor in einem gesonderten Assay 
ermittelt. Sodann wurden die Zellen von der Kulturf lasche 
durch leichtes Kratzen entfernt und anschlieSend wurde die 
Rezeptorf raktion zweimal zentrif ugiert (2 x 10.000 g, 
2 min.), die Uberstande wurden entfernt und die Zellen mit 
1 ml kaltem RIPA Puffer (0,1 % SDS, 1 % Triton X100, 1 % 
sodium deoxycholate, 0,15 M NaCl, 0,01 M Tris-HCl pH 7,4, 
ImM EDTA, 1 Tab. Boehringer "Complete Protease Inhibitor 
Complex 1 ') bedeckt . Nach 20 -mimitiger Inkubation bei 4°C auf 
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Eis wurden die Zellen abgeschabt und unerwiinschte Bestand- 
teile durch Zentrif ugation (10.000 g, 2 min.) pelletiert. 
1.000 (il des Zell-Lysates wurden mit 10 /il Normal Rabbit 
Serum versetzt und 60 min. bei 4°C inkubiert . Nach Zentri- 
fugation (10.000 g, 15 min., 4°C) und Abnehmen des Uber- 
standes erfolgte die Zugabe von Protein A Sepharose - Beads . 
Es schlofc sich eine weitere 60-miniitige Inkubation bei 4°C 
an. Nach Zentrif ugation (10.000 g, 15 min., 4°C) und Abnehmen 
des Uberstandes erfolgte die Zugabe von 4 fig des spezif ischen 
anti-/3 2 -adrenergen Rezeptor-Antikorpers . Es schlofc sich eine 
weitere 60-minutige Inkubation bei 4°C an. Nach Zentri- 
fugation (10.000 g, 15 min., 4°C) und Abnehmen des Uber- 
standes erfolgte die Zugabe von Protein A-Sepharose. An- 
schlieEend erfolgte eine Zentrif ugation (6.000 g, 30 sec). 
Es folgten mehrere Waschschritte (0,1 % SDS, 1% Triton X100, 
1 % sodium deoxycholate, 0,15M NaCl, 0,0 1M Tris-HCl pH 7,4, 
ImM EDTA, 1 Tab. Boehringer "Complete Protease Inhibitor 
Complex") mit wiederholten Zentrifugationen. Das Pellet wurde 
in 30 fil Probenpuffer (50 mM Tris-HCl, pH 6,8, 4 % SDS , 12 % 
Glycin, 2 % S-Mercaptoethanol , 0,01 % SERVA Blue G) aufge- 
nommen. Die Proben wurden sodann fur 3 bis 5 min. aufgekocht, 
kurz zentrifugiert und anschlieSend mittels diskontinuier- 
licher 10 %-iger SDS-PAGE getrennt . Nach der Elektrophorese 
wurde das Gel entnommen, in Blotting-Puf f er (48 mM Tris, 
39 mM Glycin, 20 % Methanol, 0,037 % SDS) gewaschen und auf 
einer PVDF-Membran geblottet. Die Membran wurde uber Nacht 
bei Raumtemperatur getrocknet und sodann mit 20 % Methanol 
versetzt. Zur Verminderung des Hintergrundes wurde die 
Membran fur 1 Stunde geblockt (1 % w/v Casein-Hydrolysat ) . 
Dec Blockingpuf fer wurde anschliefcend entfernt. Die Membran 
wurde mit 10 ml einer geeigneten Erst-Antikorper-Verdunnung 

(Anti-Biotin 1 : 2.500 und fur die Kontrolle Anti-02- 
adrenerger Rezeptor 1 : 1.000 jeweils in 20 mM TRIS-HCl, 
pH 7,6, 137 mM NaCl, 0,05 % TWEEN 20, 0,1 % Casein-Hydro- 
lysat) fur 1 Stunde inkubiert, 3-malig fur 10 min. gewaschen 

(20 mM TRIS-HCl, pH 7,6, 137 mM NaCl, 0,05 % TWEEN 20) und 
sodann mit dem jeweiligen zweiten Antikorper (1 : 2.500 als 
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Peroxidase -Kon jugate, in 20 mM TRIS-HC1, pH 7,6, 137 mM NaCl, 
0,05 % TWEEN 20, 0,1 % Casein-Hydrolysat ) fur 1 Stunde in- 
kubiert. Nach mehrmaligem Waschen (20 mM TRIS-HC1, pH 7,6, 
137 mM NaCl, 0,05 % TWEEN 20), zuletzt mit Wasser, wurden 
jeweils 5 ml ECL-Ldsung 1 und 2 zugegeben und der Blot darin 
60 Sekunden lang getrankt . Anschlieftend wurde ein Film aufge- 
legt . Die Exposit ionszeit richtete sich nach der Signal - 
starke . 

Beispiel 3 : 

Spezif ische Markierung und/oder Bestimmung von Konf ormations- 
anderungen des Endothelin-Rezeptors durch Verwendung von 
biotinyliertem NEM als Cyst ein- reaktivem Markierungsreagenz 
(vgl. Figuren 10 bis 13) 

Den Endothelin-Rezeptor exprimierende RAT 2 Fibroblasten 
wurden in DMEM (Dulbeccos modified Eagle medium) mit 1 % BSA 
und 10 mM NEM fur 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert . 
Nachfolgend wurde der UberschuB an Reagenz durch Waschen 
mittels DMEM mit 1 % BSA entfernt. Es folgte sodann eine 
Inkubation fur 2 Stunden mit 3 nM Endothelin in Gegenwart 
von 1 mM biotinyliertem NEM. Die Reaktionsef f izienz von 
biotinyliertem NEM wurde zuvor in einem gesonderten Assay 
ermittelt. Sodann wurden die Zellen von der Kulturf lasche 
durch leichtes Kratzen entfernt und anschlieSend wurde die 
Rezeptorfraktion zweimal zentrif ugiert (2 x 10.000 g, 
2 min.), die Uberstande wurden entfernt und die Zellen mit 
1 ml kaltem RIPA Puffer (0,1 % SDS, 1 % Triton X100, 1 % 
sodium deoxycholate r 0,15 M NaCl, 0,01 M Tris-HCl pH 7,4, 
1 mM EDTA, 1 Tab. Boehringer "Complete Protease Inhibitor 
Complex") bedeckt. Nach 20-minutiger Inkubation bei 4°C auf 
Eis wurden die Zellen abgeschabt und unerwunschte Bestand- 
teile durch Zentrif ugation (10.000 g, 2 min.) pelletiert. 
1.000 jil des Zell-Lysates wurden entweder mit 10 txl Normal 
Rabbit Serum oder Normal Sheep Serum versetzt (in Abhangig- 
keit des verwendeten primaren Anti-Rezeptor Antikorpers) und 
60 min. bei 4°C inkubiert. Nach Zentrif ugation (10.000 g, 
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15 min., 4°C) und Abnehmen des Uberstandes erfolgte die 
Zugabe von Protein G Sepharose -Beads . Es schloS sich eine 
weitere 60-miniitige Inkubation bei 4°C an. Nach Zentri- 
fugation (10.000 g, 15 min., 4°C) und Abnehmen des Uber- 
standes erfolgte die Zugabe von 4 fig des spezifischen anti- 
Endothelin-Rezeptor-Antikorpers . Es schloS sich eine weitere 
60-miniitige Inkubation bei 4°C an. Nach Zentrif ugat ion 
(10.000 g, 15 min., 4°C) und Abnehmen des Uberstandes er- 
folgte die Zugabe von Protein G-Sepharose. AnschlieSend 
erfolgte eine Zentrif ugation (6.000 g, 30 sec.) . Es folgten 
mehrere Waschschritte (0,1 % SDS, 1 % Triton X100, 1 % sodium 
deoxycholate, 0,15 M NaCl, 0,01 M Tris-HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, 

1 Tab. Boehringer "Complete Protease Inhibitor Complex" ) mit 
wiederholten Zentrif ugat ionen. Das Pellet wurde in 30 /il 
Probenpuffer (50 mM Tris-HCl, pH 6,8 f 4 % SDS, 12 % Glycin, 

2 % £-Mercaptoethanol , 0,01 % SERVA Blue G) aufgenommen. Die 
Proben wurden sodann fur 3 bis 5 min . auf gekocht , kurz 
zentrifugiert und anschlieSend mittels diskontinuierlicher 
10 %-iger SDS-PAGE getrennt. Nach der Elektrophorese wurde 
das Gel entnommen, in Blotting-Puf f er (48 mM Tris, 39 mM 
Glycin, 20 % Methanol, 0,037 % SDS) gewaschen und auf einer 
PVDF-Membran geblottet . Die Membran wurde iiber Nacht bei 
Raumtemperatur getrocknet und sodann mit 20 % Methanol 
versetzt. Zur Verminderung des Hintergrundes wurde die 
Membran fur 1 Stunde geblockt (1 % w/v Casein-Hydrolysat ) . 
Der Blockingpuf f er wurde anschliefiend entfernt. Die Membran 
wurde mit 10 ml einer geeigneten Erst-Antikorper-Verdunnung 
(Anti-Biotin 1 : 2.500 und fur die Kontrolle Anti-Endothelin- 
Rezeptor 1 : 1.000 jeweils in 20 mM TRIS-HCl, pH 7,6, 137 mM 
NaCl, 0,05 % TWEEN 20, 0,1 % Casein-Hydrolysat) fur 1 Stunde 
inkubiert, 3-malig fur 10 min. gewaschen (20 mM TRIS-HCl, 
pH 7,6, 137 mM NaCl, 0,05 % TWEEN 20) und sodann mit dem 
jeweiligen zweiten Antikorper (1 : 2.500 als Peroxidase- 
Konjugate, in 20 mM TRIS-HCl, pH 7,6, 137 mM NaCl, 0,05 % 
TWEEN 20, 0,1 % Casein-Hydrolysat) fur 1 Stunde inkubiert. 
Nach mehrmaligem Waschen (20 mM TRIS-HCl, pH 7,6, 137 mM 
NaCl, 0,05 % TWEEN 20), zuletzt mit Wasser, wurden jeweils 
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5 ml ECL-Losung 1 und 2 zugegeben und der Blot darin 60 
Sekunden lang getrankt. AnschlielSend wurde ein Film aufge- 
legt. Die Expositionszeit richtete sich nach der Signal - 
starke . 

Beispiel 4 : 

Spezifische Markierung und/oder Bestimmung von Konf ormations- 
anderungen des humanen Ostrogen-Rezeptors (hERa) durch Ver- 
wendung von biotinyliertem NEM als Cystein-reakt ivem 
Markierungsreagenz 

Der humane Ostrogen-Rezeptor a (hERa) wurde als rekombinantes 
Protein in Baculovirus-inf izierten Sf9-Zellen exprimiert und 
durch 17)3- Estradiol -Agarose -Chromatographie gereinigt . 2 ptg 
des af f initatsgereinigten hERa in 50 mM Tris pH 7,5, 10 % 
Glycerol, 0,5 M KC1 , 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 1 mM sodium 
vanadtae und 0,02 % Sodiumazid wurden verdiinnt auf eine 
Konzentration von 2 ng//il in 1 ml TEG-Puffer (10 mM Tris, 
10 % Glycerol, 1 mM EDTA, 0 , 5 mM DTT) bei pH 8,0 und in zwei 
gleiche Fraktionen aufgeteilt. Zu einer Fraktion wurden 50 /zl 
TEG-Puffer ("minus estradiol", - E 2 ) , zu der anderen Fraktion 
50 Ml des 17/3-Estradiols in TEG-Puffer ("plus estradiol ", 
+ E 2 ) zugesetzt , urn eine Estradiol -konzentrat ion von 200 /iM 
zu erzielen. Sattigung der Liganden-bindungsdomane wurde 
durch 20-minutige Inkubation bei Raumtemperatur erzielt. 
Danach wurde der Inkubationsansatz heruntergekiihlt . Alle 
nachfolgenden Schritte wurden bei 4°C durchgef uhrt , urn die 
Dissoziationsrate des Hormon-Rezeptor-Komplexes auf ein 
niedriges Level zu reduzieren. Die "minus" und "plus" 
Estradiol -Aliquots wurden jeweils in weitere 2 Fraktionen 
aufgeteilt. Zum einen "minus" - "plus" -Paar wurden 10 fil 
einer 55 mM NEM-L6sung (in Ethanol) zugegeben, urn eine 
effektive Konzentration von 2,2 mM zu erzielen. Zum anderen 
"minus" - "plus" -Paar wurden 10 /il einer 55 mM NEM-Biotin- 
Losung (in DMSO) zugesetzt, urn eine effektive Konzentration 
von 2,2 mM zu erzielen; es sollte die Zeitabhangigkeit der 
Alkylierungsreaktion verfolgt werden. Dieser Zeitpunkt wird 
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als Zeitpunkt "0" betrachtet . 50 y.1 der unterschiedlichen 
Inkubationen wurden zu bestimtnten Zeitpunkten (bis zu 
45 min.) entnommen und 10 /zl Probenpuffer (50 mM Tris-HCl, 
pH 6,8, 4 % SDS, 12 % Glycin, 2 % 0-Mercaptoethanol , 0,01% 
SERVA BlueG) zugesetzt. Der molare UberschuS an 0-Mercapto- 
ethanol verhinderte die weitere Alkylierung des Rezeptor und 
inaktivierte restliches NEM bzw. NEM-Biotin im Reaktions- 
gemisch. Die Reaktionsrate fur die Modif izierung der verfiig- 
baren Cystein-Sulphydrylgruppen wurde iiber deren Biotiny- 
lierung verfolgt und mittels nachf olgendem Western-Blot 
detektiert (Figur 14) . Das "minus" - "plus M -Paar, welchem 
NEM zugegeben worden war, wurde ebenfalls einer PAGE unter- 
zogen und auf PVDF-Membran geblottet. Die Membran wurde uber 
Nacht bei Raumtetnperatur getrocknet und sodann mit 2 0 % 
Methanol versetzt. hERor wurde direkt auf der PVDF-Membran 
biotinyliert (1,7 mM NEM-Biotin in TEG-Puffer, 20 min.); 
siehe Figur 15. Die Reaktion wurde durch wiederholtes Waschen 
der Membran mit TBS-T (20 mM Tris-HCl, pH 7,6, 137 mM NaCl, 
0,05 % TWEEN 20) gestoppt . Zur Verminderung des Hintergrundes 
wurde die Membran fur 1 Stunde geblockt (1 % w/v Casein- 
Hydrolysat) . Der Blockingpuf fer wurde anschlie£end entfernt. 
Die Membran wurde mit 10 ml einer geeigneten Antikorper- 
Verdunnung (Anti-Biotin 1 : 2.500 als Peroxidasekonjugat in 
20 mM Tris-HCl, pH 7,6, 137 mM NaCl , 0,05 % TWEEN 20, 0,1 % 
Casein-Hydrolysat) fiir 1 Stunde inkubiert, 3-malig fur 
10 min. gewaschen (20 mM Tris-HCl, pH 7,6, 137 mM NaCl, 
0,05 % TWEEN 20) und zuletzt mit Wasser gewaschen. Dann 
wurden jeweils 5 ml ECL-L6sung 1 und 2 zugegeben und der Blot 
darin 60 Sekunden lang getrankt . AnschlieSend wurde ein Film 
aufgelegt. Die Expositionszeit richtete sich nach der Signal- 
starke . 
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Anspriiche 

1. Verfahren zur spezifischen Markierung eines Seleno- 
cyst (e) in- und/oder Cyst (e) ingruppen enthaltenden Pro- 
teins mit folgenden Schritten: 

mindestens einer Inkubation einer proteinhaltigen Probe 
mit mindestens einem fiir Selenocyst (e) in- und/oder 
Cyst (e) ingruppen spezifischen Nodif izierungsreagenz, 
gefolgt von 

mindestens einer weiteren Inkubation der protein- 
haltigen Probe mit mindestens eine fiir Selenocyst (e) in- 
und/oder Cyst (e) ingruppen spezifischen Markierungsrea- 
genz, 

wobei vor und/oder wahrend und/oder nach mindestens 
einer der genannten Inkubationen die Zugabe mindestens 
einer Substanz erfolgt, die mit dem Protein in Wechsel- 
wirkung tritt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da£ 
das fiir Selenocyst (e) in - und/oder Cyst (e) ingruppen 
spezifische Modif izierungsreagenz diese Gruppen alky- 
liert . 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und/oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, da£ das fur . Selenocyst (e) in- 
und/oder Cyst (e) ingruppen spezifische Markierungs- 
reagenz diese Gruppen alkyliert. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet, daS das Modif izierungsreagenz 
N-Ethylmaleimid, Dithiothreitol , Dithiorerythriol , 

/?-Mercaptoethanol , Iodacet -amid, Iodacetat, Diamid 
oder p-CMB ist. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, da£ das Markierungsreagenz ein 
Derivat des Modif izierungsreagenzes ist. 
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6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , daS das Markierungsreagenz 
lumineszent ist und/oder mindestens einen Luminophor 
enthalt und/oder einen Af f initatsliganden wie Biotin 
enthalt. 



7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das Protein enzymatische 
Aktivitat aufweist und/oder ein Rezeptor, insbesondere 
ein Transmembran - r e zept or , besonders bevorzugt ein 7- 
Transmembranrezeptor , oder ein loslicher Protein- 
rezeptor, ist. 



8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, date das Modif izierungsreagenz 
und/oder das Markierungsreagenz im UberschuS zugesetzt 
wird. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet , daS iiberschiissiges Modi - 
f izierungsreagenz vor der Inkubation mit dem 
Markierungsreagenz entfernt oder inaktiviert wird. 



10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daS die spezifische Markierung 
des Proteins mittels Western-Blot-Verf ahren detektiert 
wird. 



11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daS die spezifische Markierung 
des Proteins mittels spektroskopischer Verfahren, ins- 
besondere unter Verwendung eines Detektionssystems auf 
Basis der konfokalen Fluoreszenzspektroskopie , be- 
sonders bevorzugt der Fluoreszenzkorrelat ionsspektros- 
kopie, und/oder der Nahf eld-spektroskopie detektiert 
wird . 
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12. Screeningverf ahren zur Bestimmung von Substanzen, die 
mit einem bevorzugt bekannten Protein in Wechselwirkung 
treten, wobei das Protein und die Substanz in dem Ver- 
fahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 11 
eingesetzt werden und die Markierung des Proteins 
detektiert wird. 

13. Screeningverf ahren zur Bestimmung von Proteinen, die 
mit einer bevorzugt bekannten Substanz in Wechsel- 
wirkung treten, wobei die Proteine und die Substanz in 
dem Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
11 eingesetzt werden und die Markierung des Proteins 
detektiert wird. 



14. Verfahren zum Nachweis der Aktivierung oder Deakti- 
vierung und/oder zur Bestimmung von Konf ormations- 
anderungen von Proteinen durch mit diesen in Wechsel- 
wirkung tretende Substanzen, wobei die Proteine und die 
Substanzen in dem Verfahren nach mindestens einem der 
Anspriiche 1 bis 11 eingesetzt werden und die Markierung 
des Proteins detektiert wird . 
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